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論 文 内 容 要 旨
序論
A5pe㎎f11α∬af`ofの 生産す る酸性 カルボキ シペプチダ ーゼ(A5afめfCPase)は
一島 に よって発見
、単離されて以来、数多 くの研究がなされて きた。国際酵素
委員会の報告で はカル ボキ シペプチダーゼ は大別 して3群 に分 け られてい る。
A.働 ㎞fCPaseは 、セ リンカルボキ シペプチダーゼ(EC3.4.16.1)に 属 してお り、
この範疇 に属す るもの には 、43ρe㎎f11鰐属、Peηfcfllfαm属な どの糸状菌の カル ボ
キシペ プチダーゼ の他,Sacchamη1ycα ヲce祀面faeの カル ボキシペプチダーゼY、
オオムギ麦芽 カルボキ シペ プチダーゼ、小麦 カルボキ シペプチダーゼWな どが
報告 され ている。セ リンカル ボキ シペプチダーゼ はメタル カルボキ シペプチダー
ゼで あ る動物膵臓 の カル ボキシペ プチダーゼA(EC3.4.17.1)、B(EC3.4.17.2)
と比べC末 端 ア ミノ酸 に対す る特異性 が広 く、特 に糸状菌の酵素ではpH3付 近
の低いpH領 域でペ プチ ド、タ ンパク質のC末 端か らプロ リンを含むすべての ア
ミノ酸 を逐次遊離す ることが知 られてい る。
ところで、糸状菌 の生産す るカルボキ シペプチダーゼ は、他の起源のセ リン
カル ボキ シペプチダーゼ よ りも最適pHが2pH単 位程低い。さ らに、A5∂f`of
のCPaseで は、反応速度論的 な解析か ら活性発現 にpKa2.3な らびにpKa4.9の
ア ミノ酸残基 が関与 してい ると結論 された。 この ことか ら、活性中心 にはアス
パル テ ィックプロテイナーゼ と同様、2個 のカルボキ シル基か 、1個 の カルボ
キ シル基 と1個 のイ ミダゾ ール基が存在す ると考 えられている。
またA.働 飴1CPaseは 約30%の 中性糖を含む糖 タンパ ク質で ある。糖 タンパ
ク質 が もつ糖 鎖の構 造 ・機 能を解析す ることは、生命現象 にお ける糖鎖の役割
を明 らか にす る上で重要で ある。糸状菌由来の糖 タンパ ク質糖鎖の構造解析 は、
麹菌の タカア ミラーゼAや 黒麹菌 のグル コア ミラーゼ、グルコースオキ シダー
ゼ な どで行なわれてい る程 度である。 またその機能 については、グル コア ミラー
ゼ において糖 鎖結合領域が基質で ある生デ ンプンとの親和性 に関与 してい ると
い う報告例があ るだ けで研究 は極 めて少ない。本酵素 はその至適pHが25-
3.0と 酸性側 にあ り、耐酸性が高い。また本酵素 は4M尿 素 中で も活性を もつな
ど変性 剤に対 し非常 に安定性が高い。
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これ らの点 を踏 まえ、本研究では、A5afωfCPaseのcDNAの クローニ ン
グとその塩基配列 を決定 した。塩基配列 よ り導かれたその一次構造 について既
知のCPaseの との相同性 は約30%と 低い ものであ った。 さらに酵母を宿主 とし
て本酵素の遺伝子 を発現 させ、タ ンパ ク質工学の手法 によ りA.safめfCPaseの
触媒残基の探索 を行 なってい る。また本研究において は、本酵素にN.グ リコシ
ド型お よび0.グ リコシ ド型糖鎖 が存在す ることを示 し、その糖鎖構 造を決定 し
た ところ、従来既報 にないN一グ リコシ ド型糖鎖構造 を明 らかにす るこ とがで き
た。加 えてN.グ リコ シド型糖鎖の機能 に関す る知見 を得 るため、酵素 また はッ
ニカマイ シンを用 いてA,8af耐CPaseの 糖鎖 を除去 し、タンパ ク質の安定性 と
分泌 、発現 に対す る影響 について検討 した。 さらにはツニカマ イシン処理 によ
りA5飾ofの アスパルテ ィックプロテ イナーゼ(AspergillopepsinI,EC3.4.23.18)
の 活性化 に変化が見 られ ることを見いだ した。
第1章A,5af'of酸 性 カル ボ キ シペ プチ ダ ーゼcDNAの ク ロ ー ニ ン
グ
、4.5飾of酸性 カル ボ キ シペ プチ ダ ーゼ についてはタンパ ク質 の レベルか ら
その1/5ほ どの ア ミノ酸配列が決定 されているが、分子量72,000の タ ンパ ク質
の全一次構造 を決定す るの は容易ではない。そ こでN末 端 の ア ミノ 酸 配 列 よ
り推 定 され る塩 基 配列 か ら56merの オ リゴヌ ク レオ チ ドを合 成 し(Fig.
1)、A5af`ofのcDNAラ イブ ラ リー をス ク リー ニ ング した 。
探 索 した3万 個 の うち得 られ た3ク ロー ンはい ず れ も1.6～1.8kbの
長 さを 持 って お り、塩 基 配 列 の 一 部 を解 析 しそ の ア ミノ酸 配 列 を推 定 し
た と こ ろ、A5飾ofCPaseのN末 端 の ア ミノ酸 配 列 と完 全 に一 致 した 。 こ
の うち の1つ を 選 び塩 基 配 列 を決定 した。 また本 酵 素 を コー ドす る遺 伝
子 をopdSと 命 名 した 。
cpd5は1572bpの オ ー プ ン リー デ ィン グ フ レー ム よ りな り、523の
ア ミノ酸 を コー ドして い た(Fig.2)。(iρdSの コ ドン使 用 に はか な り偏 り
が あ り、 コ ドンの3番 目の塩 基 の 使 用確 率 は、A、C、G、Tが そ れ ぞ
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れ、9%、53%、20%、18%で あ った 。塩 基 配 列 よ り推 定 した 五,5afめf
CPaseの ア ミノ酸 配 列 は、 既 知 の部 分 ア ミノ 酸配 列 と完 全 に一 致 した
(Fig.2)。 これ に よ る と、A.画 ωfCPaseは523ア ミノ 酸残 基 と して生 合
成 され 、 う ちN末 端 側 の52残 基 の ア ミノ酸 は プ レ プロ配 列 、成 熟酵 素
は471ア ミ ノ酸 残 基 か らな る こ とが 明 らか とな った 。vonHe鱒neの 方
法 に よ り、 プ レ配列 は18ア ミノ酸 残 基 か ら、 プ ロ配列 は34ア ミノ酸 残 基
か らな る こ とが 予想 され た(Fig.3)。 遺伝 子 よ り予 想 され るA謝 雇
CPaseの タ ンパ ク質 部 分 の 分 子量 はモ ノマ ー あた り52,453で あ っ た 。
他 の セ リ ン カル ボ キ シペ プ チ ダ ーゼ と相 同性(()内 の数 字 で 示 す)を
比較 した と こ ろ、 酵 母 のCPaseY(26.2%,Fig.4)、 酵 母 のKEXI(24.5
%)、 大 麦 のCPaseI(32.9%)、CPaselI(32.3%)、 小 麦 のCPaseII(32.4
%)の い ず れ と もホ モ ロ ジー は あ ま り高 くなか った 。 酵 母のCPaseYで 決
定 され た 触 媒 残 基 周 辺 の ア ミ ノ酸 配 列 の比 較 をFig.5に 示 した。 セ リ ン
カル ボ キ シペ プ チダ ー ゼ は触 媒残 基 と してセ リン、 ヒス チ ジ ン、 ア ス パ
ラギ ン酸 を持 って い る と され てお り、 そ の うち活 性 セ リ ン残 基 に 関 して
は、"Gly-Glu-Ser-Tyr-Ala。Gly"と い う共通 配 列 が 異 種 間 で 認 め られ て
い る。A5af`ofCPaseに は この"Gly-Glu-Ser-Tyr-Ala-Gly'eと い う配 列 が
2ヶ 所(23-28番 目お よび151-156番 目)あ るが 、後 者 の 方 の 周 辺 の ア ミ ノ
酸配 列 が 類 似 して お り、 ま た位 置 的 に も酵 母 の もの と同 様 の 位 置 に あ る
ので 、153番 目の セ リンが 触 媒 残 基 と予 想 され た 。同 様 に ヒス チ ジ ン、
アスパ ラ ギ ン酸 はそれ ぞれ421番 目、357番 目 と推 定 され た 。 しか しな が
ら触 媒セ リ ン残 基 と推 定 され る領 域 は若 干 ホ モ ロ ジー が 見 られ る が 、 ヒ
スチ ジ ン残 基 、 アスパ ラ ギ ン酸 残 基 の周 辺 はあ ま りホモ ロ ジー が 見 られ
なか った 。 一 方 、N末 端 付 近 に はA5曲ofCPaseを 含 めす べ て の セ リン カ
ルボ キ シペ プチ ダ ー ゼ に 保存 され て い る配 列(Trp-Leu-Asn-Gly-Gly.
Pro-Gly-Cys-Ser-Ser)が59番 目の トリプ トフ ァンか ら68番 目の セ リンの
配列 に見 られ た 。
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第2章 酵母 におけるA.5af頗 酸性 カルボキシペプチダーゼ発現 系の確立
第1章 で 得 られ たcpd5遺 伝 子 を酵 母 に導 入 し、A5廊of酸 性 カル ボ
キ シペ プ チ ダ ー ゼ の タ ンパ ク質 を 発現 させ た。 酵母 発 現 ベ クタ ーpG.3
とcpd5を ライ ゲ ー シ ョンし、 酵 母 への 遺 伝 子 の導 入 は酢 酸 リチ ウム 法
で行 な っ た 。
発 現 ベ ク ター の プ ロ モ ー ター に 対 して正 方 向 にcDNAを 挿 入 した も
の(pGCP13、Fig.6)を 導入 した 株 の 培養 上 清 には酸 性 カル ボ キ シペ プ
チダ ーゼ 活 性 は見 られ ず 、 ま た抗A5afωfCPase抗 体 と反 応 す る もの は検
出 され な か った 。セ ころ が 、細 胞 内 容物 につ い て酸 性 カル ボ キ シペ プ チ
ダー ゼ 活 性 を測 定 した と ころ 、ベ ク ター のみ を導入 した株 につ い て は活
性 が 見 られ な か った もの の 、pGCP13を 導 入 した株 につ い て は明 らか に
酸性 カル ボ キ シペ プ チ ダ ーゼ 活 性 が み られ た(TABLEI)。 さ ら に、 この
活性 は酵 母 の カル ボ キ シペ プ チダ ー ゼYの 特 異 的 阻害 剤 で あ るN.
benzyloxycarbonyl-L-phenylalaninechloromethylketone(ZPCK)で
阻害 を受 け なか った 。A.5af`ofの 培 養 上 清 よ り精 製 され たCPaseは
ZPCKで 全 く阻 害 され な い ことか ら、 酵母 細 胞 内 に検 出 され た酵 素 活
性 は導 入 し たcpd5遺 伝 子産 物 に よ る こ とが支 持 され た。 ま た細 胞 内容
物 にっ い て ウエ ス タ ンブ ロ ッ ト解 析 を行 な った と ころ 、pGCPI3を 導 入
した 株 に は72Kの 位 置 にバ ン ドが 検 出 され た(Fig.7)。 興 味深 い こ と
に、 この 酵 母 内で 発 現 され たA8afωfCPaseに 対 しN.グ リカ ナ ーゼ
(GlycopeptidaseF;EC3.5.1.52)処 理 を 行 な うと、抗 体 と反 応 す るバ ン
ドは60Kヘ シ フ トした 。 これ は精 製 したA5訪ofCPaseをN一 グ リカナ ー
ゼ処 理 した 時 と同 じ分 子 量 で あ る こ とか ら、酵 母 で 本 酵素 を発 現 させ た
際 も酵 素 分 子 に糖 鎖 の 付 加 は起 こ って お り、 ま たN.グ リコ シ ド型 糖 鎖
の付 加 がA.s飾ofで 合 成 され た ネ イ テ ィブ 酵素 と同 じ割合 で あ る こ とが 示
唆さ れ た 。 以 上 の よ うにA.5afω ㎡酸性 カル ボ キ シペ プ チ ダ ーゼ の
cDNAを 導 入 し酵 母 で の 発 現系 を確 立 した。
次 に触 媒 残 基 につ い て検 討 を行 な っ た。 酵 母のCPaseYの 活 性 セ リ
ン残 基 と対 応 す るA5飾ofCPaseの セ リン残 基(Ser-153)をsite-directed
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mutagenesisに よっ て ア ラ ニ ン に置換 した。 この 変異 させ た 遺 伝 子 を酵
母 に 導入 し、変 異 酵素S153Aの 酸 性 カル ボ キ シペ プ チダ ー ゼ 活 性 の 変
化 を追 っ て い る 。
第3章A鋤 耐 酸性 カルボキ シペプチダーゼの糖鎖構造
A画 砺 酸 性 カル ボ キ シペ プチ ダ ーゼ は約30%の 中性糖 を 持 つ糖 タ ン
パ ク質 で あ る。 この 糖 鎖 は本 酵素 の 安 定 性 に関係 して い る もの と考 え ら
れた の で 、 その 糖 鎖 構 造 の 解 析 を行 な った 。
N.グ リ コシ ド型 糖 鎖 はN一 グ リ カナ ーゼ で 、0一 グ リコ シ ド型糖 鎖 につ
いて は アル カ リ処 理 で 切 断 しそ れ ぞれ 部 分精 製 を行 な った 。 まずN一 グ リ
コシ ド型 糖 鎖 をIH-NMRで 解 析 した と ころ 、酵 母 由来 の ハ イ マ ンノ ー ス
型糖 鎖 に は な い位 置 に シグ ナ ル が見 られ た(Fig.8,TABLEII)。 また
FAB-MSに よ り分 子 量 を測 定 した と こ ろマ ン ノー ス10個 とN一ア セ チル グ
ル コサ ミン2個 か らな る糖 鎖構 造(ManloGlcNAc2)が 予想 され た 。 そ こ で
よ り詳 細 な構 造 解 析 を行 な うた め、 糖 鎖 の還 元 末 端 を蛍 光 標 識 し、 サ イ
ズ フ ラ ク シ ョネ ー シ ョン カ ラムで 分 離 した 。 その 結 果 、 本 酵素 のN一 グ
リコ シ ド結 合 型 糖 鎖 の 主 要 構 造 はMa血8GlcNAc2お よびMangGlcNAc2
であ る こ とが 明 らか と な った が 、 これ らの 主要 糖 鎖 構 造 よ り高分 子側 に
さ らに3つ の ピー クが 検 出 され た(Fig.9)。 これ らを分取 、逆 相 カラ ム
で精 製 した後 、微 生 物 由来 の α一1,2一マ ンノ シダ ーゼ で処 理 した と ころ 、
いず れ も切 断 さ れ 、 コア構 造 で あ るMan5GlcNAc2に 変 換 され た 。 さ ら
にこ れ らの糖 鎖 に つ いて 、 部 分 アセ トリシス と α一1,2一マ ンノ シダ ーゼ に
・よる 消化 を組 み合 わせ た解 析 を行 な つた(Fig ,lo)。 その結 果 か ら、 これ
らの 糖鎖 構 造 は、 マ ンノ ー ス9個 のハ イマ ン ノー ス型 糖 鎖 に さ らに α.
1,2一結 合 で マ ン ノー ス が1か ら数 個結 合 した もので あ る こ とを 明 らか に
し、 また そ の 結 合 位 置 を決 定 した(Fig.11)。 マ ン ノー ス10～11個 か ら
な るハ イマ ン ノー ス 型 糖鎖 の 存 在 は酵 母 の イ ンベル タ ーゼ につ い て 報 告
があ るが 、 その 結 合 は α一1,6.結 合 が 含 まれ て お り本 研 究 で 見 い だ した糖
鎖構 造 と は異 な って い る。 したが って 、本 研 究 にお い て見 い だ した カル
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ボキ シペ プ チダ ーゼ のN一 グ リ コ シ ド型 糖 鎖 は、今 まで 報 告例 が な い新 規
の糖 鎖構 造 を持 つ もの で あ る と結 論 づ け る ことが で きた 。
ま た本 酵 素 はN一 グ リコ シ ド型 の みで な く、0一 グ リコ シ ド型糖 鎖 も持 つ
こと を見 い だ した。0一 グ リ コ シ ド型 糖 鎖 はアル カ リ処 理 に よっ て酵 素 よ
り分 離 され た の で 、 これ を ゲ ル ろ過 に供 した と こ ろ、 単糖 の位 置 に ピ ー
クが 検 出 で き た。 この サ ンプル につ い て ペ ーパ ー ク ロマ トグ ラ フ ィー 、
ガス ク ロマ トグ ラ フ ィー 、HPLCな どで解 析 した と ころ 、主 に マ ンノ ー
スが セ リンや トレオ ニ ン に〇一グ リコ シ ド結 合 して い る もので あ る こ とを
明 らか に した(Fig.11)。
第4章A.鋤 耐 酸 性 カルボキ シペプチダーゼの糖鎖機能 の解析
エ ン ドグ リ コシダ ー ゼHと α一マ ン ノ シダー ゼで 、構 成 糖 鎖 の約3分
の2を 占め るN.グ リコ シ ド型糖 鎖 を除 去 し、N。 グ リ コ シ ド型 糖 鎖 の 酵素
活性 に対 す る影 響 につ い て 検 討 を行 な った 。
エ ン ドグ リ コ シダ ー ゼHと α一 マ ン ノ シダ ーゼ で 消 化 した カル ボ キ シ
ペ プ チダ ー ゼ は 、SDS-PAGEで 、 分 子量 が モ ノマ ー あ た り12,000
ほど減 少 し て い た こ とか ら、N一 グ リコ シ ド型糖 鎖 はほ ぼ 除 去で き た と思
われ た。 こ の状 態 で も活 性 は100%残 存 して い た。 また 、 円 偏 光 二 色 性
スペ ク トル と紫 外 部 吸 収 ス ペ ク トル を測 定 した と ころ 、 ネ イ テ ィブ な酵
素 と脱 糖 鎖 酵 素 で は差 が 若 干 見 られ る もの の 、高 次 構造 に は大 きな変 化
が な い と考 え られ た(TA:BLEIII)。 この 酵素 の諸 性 質 につ い て検 討 した
とこ ろ、 比 活 性 、至 適pH、pH安 定 性 、 至適 温 度 、 温度 安 定性 、尿 素
に対 す る安 定 性 に差 は ほ と ん ど見 られ なか った(TABLEIV)。 さ ら に本
酵素 に対 して100分 の1量 の ペ プ シン を添 加 し、24時 間反 応 させ て み た
が、 切 断 は 両 酵 素標 品 と も起 こって い なか った(Fig.12)。 低 分 子 基質 で
あ るz・Glu-TyrやBz-Arg・pNAな ど に対 して も活 性 の 変 化 はな か った
ことか ら、 基 質 特異 性 に も変 化 は な い と考 え られ た。 以 上 の よ うに 、N一
グ リコ シ ド型 糖 鎖 は、 本 酵素 の 活 性 や安 定 性 には あ ま り関 与 せ ず 、 む し
ろA5afめofCPaseの バ ック ボ ー ン コ ン フ ォメ ー シ ョ ンを含 む 高 次構 造 が 本
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酵素の安定性 を高めてい るもの と推定 された。
次 に、本酵素の糖鎖の結合 と菌体外への分 泌との関連にっいて検討 を
行な った。
A謝 ωfを 、N・グ リコシ ド結 合型糖鎖の生合成阻害剤で あるツニカマ
イシン存在 下で、60お よび72時 間培養を行 なった。`ツニカマイ シンを添
加 しない培地で生育 したA謝 ωfは 、培養上清 に酸性 カル ボキシペ プチ
ダーゼ 活性がみ られ、 また ウエスタンブロ ッ ト解析 によっても本酵素 を
菌体 外に正常 に分泌 してい ることが示 された。一方 ツニカマイシンを添
加した場合、培養上清 に本酵素の抗体 と反応す るものは検 出され なかっ
た(Fig.13)。 また培養上清中の酸性 カルボキ シペプチダーゼ活性 は正常
時の約20%ま で減少 していた(Fig.14)。 また、 この ツニ カマイシン処
理 したA5飾ofの 細胞 内容物 を抽出 した もの について、ウエ スタンブロ ッ
ト解析を行な ったところ、やは り本酵素 は検出できなか った。以上の結
果よ り、本酵素 はN・グ リコシ ド型糖鎖が結合 しない と、菌体外への分泌
が行なわれ な くなることが示 唆された。
第5章A.働'ωfア スペ ル ギ ロペ プ シ ン1の 糖 鎖 の 機能 解 析
A詔fωfア ス ペル ギ ロペ プ シ ン1(EC3.4.23.18)は 遺伝 子 の 配 列 よ り
成熟 体 に は糖 鎖 の 付 加 部 位 が な い こ とが 知 られて い る。 よ ってA.5a加f
CPaseの ような ツ ニ カマ イ シ ン に よる分 泌 阻害 は起 こ らな い もの と考 え ら
れ た 。 しか しな が ら第4章 と同様 に ツニ カマ イシ ン処 理 を 行 な っ た場 合 、
A.躍 ㎞fの 培 養 上清 の 酸 性 プ ロテ イ ナ ーゼ 活性 は通 常 の約4%ま で 減 少
して い た(Fig.15)。 そ こで この 培 養上 清 につ いて ウエ ス タ ンブ ロ ッ ト解
析 を行 な った と ころ 、 ア スペ ル ギ ロ ペ プ シ ン1の 抗 体 と反 応 す る もの は
見い だ さ れ た もの の 、 その 分 子量 は通 常 の もの よ り約5,000ほ ど増 加 しy
約56Kと な って い た(Fig.16)。 これ らの こ とか らアス ペ ル ギ ロペ プ シ ン
1は 菌 体 外 へ の 輸 送 は正常 に行 な わ れ る もの の、 菌 体 外 で の 活 性 化が 起
こ らな くな って い る もの と考 え られ た。
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結論
A8飾ofのcDNAラ イブ ラ リー よ りCPase(cpdS)の 遺 伝 子 を ス ク リー
ニ ング し、約1.6kbのcDNAを 単 離 した 。1572bpの オ ー プ ン リー デ ィ
ング フ レー ム よ りな り、523の ア ミノ酸 を コー ドして い た 。 他 のセ リ ン
カル ボ キ シペ プ チ ダ ーゼ と比 較 した と ころ 、 ホモ ロ ジー はあ ま り高 くな
かっ た 。 また 触 媒 セ リン残 基 と推定 され る領 域 は若 干 ホ モ ロジ ー が 見 ら
れる が 、 ヒス チ ジ ン 、 ア スパ ラギ ン酸 の 周 辺 はあ ま りホ モ ロジ ー が 見 ら
れな か った 。 さ らに得 られ た遺伝 子 を酵 母 に導入 し、AsafωfCPaseの タ
ンパ ク質 を 発 現 させ た 。 タ ンパ ク 質工 学 に よ り活性 中 心 の 探 索 を 行 な っ
てい る。
AsafωfCPaseが 高 含量 で 糖 鎖 を含 んで い る こと を示 し、 その 糖 鎖 構…造
を決 定 した 。N一 グ リ コ シ ド型 糖鎖 につ い て は、 マ ン ノー ス9個 の ハ イ
マ ン ノー ス 型 糖 鎖 に さ らに α一1,2一結 合で マ ンノ ー スが1か ら数 個 結 合 し
た もの で あ る こ とを 明 らか に し、 また その 結 合 位 置 を決 定 した 。 一 方0一
グ リコ シ ド型 糖 鎖 は、 主 にマ ン ノー ス がセ リンや トレオ ニ ンに0.グ リコ
シ ド結 合 して い る もの で あ る こと を明 らか に した 。
N.グ リコ シ ド型 糖 鎖 の 酵 素 活性 に対す る影 響 につ い て検 討 を行 な っ た 。
糖鎖 を除 去 した酵 素 は、 酵 素 の活 性 や 安定 性 に はあ ま り変化 が見 られ な
か っ た。 しか しなが ら菌 体 を ツ ニ カマ イ シン処 理 した 際 、CPaseは 分 泌
され な くな っ た こ とか ら、糖 鎖 が 付 加 しな くな る と菌 体 外 への 輸 送 が行
なわ れ な くな る ことが 予 想 され た。
A,5afωfを ツニカマイシン処理 した際に、酸性 プロテ イナーゼで あ るアス ペ













5aco加rom .γcθ5cerθyf3faθ.Bfochfm.Bfophy5.Ao∫a,投 稿 中 。
4.Chiba,Y.,Midorikawa,T.andlchishima,E.Activecarboxyl
residueoftheacidcarboxypeptidasefromAspergillussaitoi.






















6G㎜C為CGGCC轟C(闘LGτC7CC轟 … ㏄CτCムCCGτOGGGCτGTTCOGGCτ σ(躍C墾C匙Cム(コLτCG㏄ 緊GT轟GCGTCTC
VGTAT6.Lp
115


















GT驚7τCTGG齋TTTCCCC曇CGC洗G轟 ハCCC轟GムCGCC轟G(X… 轟7GハGA7CハC,A7CTGGCTCλ △7GGCGGCCCCGGλTGTA
PF騨FPP5Ω 闘PDムSDEI71WL瞬GGP6CS















TCム ㎜ACC△ 為CC㌘CλCCh為CGτGGτCτACム 盟GACC孔 ムCCC㏄CGGCムCGGGC盟C?CCCC¶N3GCCCCTCGACCG,C轟 轟
6騨 警 麗LT瞬VV讐 工DΩPAGτGFSPGPSTV闘






















CGCC洗7CTCハ ハCCjL(コ『AC為1LC轟」LCみ厘℃T7CCGλC7」L義 ムC7CC真CC7哩PCC7CτCC7AC瓦7㎝CGGC脚L㏄CGAC轟 ▲GT





































AGC7CCTGGGGτCCCCTλCCα し㏄G7CA『CG△ 為CGC轟CT轟 為CハハC為CC轟7(2L盟GGCCみCGGC7GGC『 ◎GAT響 轟CC7CC7
88鷲GPLPSV工ERTNH雪 工 工GHG騨LDとLL
】}TG訓」LCGGC7CCC墾C6C(二&CΨ λT7(2LGハ.乱Cハ7G真CC㈹ 巳ハ蕊CGGτ」㌧ハGC義」㌧GGGTτCC翼G3LG管CCCCCG6τGGMしC1295































L7闘 羅71LRFLV旧G7S=P置VDFDVG亙S1「AGLLP臆7P7G翼SSLFFWFFPSΩ 瞬PDムSDヨ1τ 工阿L
曹 官 禽 曹 食 脅 脅脅曹 曹 禽 實 禽 禽 倉脅
翼1RDP翼 工LGIDP2唖 鱒柵G】 畠一DV濫DED罵HFPF脚TFESR闘DPA罵DPV=L麗L
飼GGPGC88LDGLLΩ £蹄6PFL1燈PGT㎜ 鯉 讐8㎜ ㎜ 工DQPAG76FS-PGPS卿
脅☆禽曹壷脅白脅禽 脚白 脅 曹ウ 由 曹曹 Ωの曹禽曹 曹 吻費曹 禽白吻 貢 費 白
R6GPGCS8L雪GL7P麗LGPSS工GPD-L鼠PIG塾 鞭Y8臓 闘S隠轟層V=『LDΩPV闘VGFsYSGSSGV
一 Ω『闘5… 一一一D…,G路 一 一 一 翼
禽 禽 脅 禽 ゆ 白脅曹曹☆白 愈 禽 曹 脅 曹 ★脅
S瞬TVハ 轟G罵D㎜FLELFFDΩFP猛 ㎜KGΩDF麗 工ハG環 …yムGH】「IPVF為SEILS翼KDR餌 輪F闘
LKG工O=翼DPS工 賢SDSV㎜PAVRHL闘m口 瞬瞬工FRム闘S7FLSY■ 日GKM)KCG㎜ ～LDK」L工
官Jr禽 ★ 白 脅 禽
LTSVLIG旧6L層DPLTQ¥闘 】ピ】配P醜 為C偶GEGGεPSVLPSEECS憩 姐DSI・居RC一 一一一工、GLIES
㎜PP7P㈱EI珈 ㎜ 皿 工鯛P留 端幅ID『CP㈱P5LGFGP
費 曹 禽 白 曲 脅 禽 曹 曹 白 禽 禽
CYDsQSV麗8CVP2L曹 τ1YC鱒 一一闘闘AQL鳳P】 「Q-a7GRNVYDI鵬 一一GGHLcyp「PLΩ 一P1
酬 γF瞬RSDVQ罵ILHVPP7D】 「8VCS一 一剛 工r」」嫡GDGSDPS8貿GPLPSV工ER㎜ 「【工=G篶G
費 禽 曹 官 曹 鳶 白 覇r
DD拙 。鵬 脚 ㎜H塒 ㎝ID㎜ 四A6D㎜ 馴 ㎜ 塒 ΩDL肌 榔
IiLDXLLFLNGSLATIQNNTWNGiCQGFQSPPVEPLPVPYFIYGLAELYNGDEPDPYNLDAGA
禽 禽 禽 曹 禽 費 禽






























、 、 、 、 、 、
、 、 、、
、 、 、 、
、 、 、 、 、 、

























































































品1吻 」幽1'3闇 ㎜1、 コ ロ コ
薯脚,r脚1り 徽


























































SuOの 「「●●如u● ●nd■M凹 「● a
compound






















































































































































































21.2 30.5 21.8 26.5
髄aUvo
ca醐P●P瓢da80



































































































































































































論 文 審 査 の 要 旨
・43♪θrg沼粥 酸性 カル ボ キ シペ プ チ ダ ー ゼは 動 物 の膵 臓 カ ル ボ キ シペ プチ ダ ー ゼ と は 極 だ っ て
異 な る性 質 を 持 つ 。/13♪θγg沼粥 酵 素 はZn2+を 持 たず,特 異 性 は基 質 のC末 端 位 の ア ミノ酸 が 中酸
性 ア ミノ酸,塩 基 性 ア ミノ酸 そ して プ ロ リソで あ って も水 解 遊 離 す る特 性 を 持つ 。 そ の水 解 反 応
はPκa2。3と4.9の ア ミ ノ酸 残 基 に よ る こ とが 知 ら れ て い る。 本 研 究 者 は 以 上 の特 性 を 持 つ
、4ερθプ9沼粥 酸性 カル ボ キ シ ペ プ チ ダ ーゼ の構 造 的 特性 な らび に触 媒 機 構 を 明 らか に す る た め に
研 究 を 行 った 。
まず,本 研 究者 は本 酵 素 分 子 を各 種 プ ロテ アー ゼ で 消化 しそ のペ プチ ド断 片 か ら一 次 構 造 の約
1/5の ア ミノ酸 配 列 を明 らか に した。 次 い で,N一 末 端 ア ミノ酸 よ り推 定 され る 塩 基 配 列 か ら56
merの オ リゴ ヌ ク レオ チ ドを合 成 しA.3αf頗 のcDNAラ イ ブ ラ リー を ス ク リー ニ ン グ し1,6～
1.8Rbの 長 さの ク ロー ン3個 を 得 た 。 この うち1つ を 選 び,本 酵 素 遺 伝 子cDNAを コー ドす る全
塩 基 配 列 を決 定 した。遺 伝 子 σρ45は1572bpの オ ー プ ン リーデ ン グフ レー ム よ りな り523残 基 の ア
ミノ酸 を コー ドして いた 。 酵 素 は18残 基 の プ レ,お よび34残 基 の プ ロ領 域 に つづ く471残 基 の 成
熟 酵 素 か らな る も の で あ った 。 既 に 知 られ て い る酵 母CPaseY,大 麦CPaseI』 お よ び小 麦 の
CPaseEと は相 同 性 は 低 く30%前 後 で あ った 。次 い で,CPaseYの 活 性Serに 相 同 なSer-153を
部 位 特 異 的変 異 に よ りAlaに 変 異 した 酵 素S154Aの 活 性 を 調 べ た結 果,触 媒 能 が完 全 に失 わ れ て
い た 。 この結 果 は,本 酵 素 は 活 性 中 心 にSerを 持 つ セ リ ンカル ボキ シペ プ チ ダ ー ゼ ・フ ァ ミ リー
で あ る こ とが 確 認 され た 。
本 酵素 は分 子 中 に 約1/3量 の糖 鎖 の うち 約2/3はN一 グ リコ シ ド結 合型 糖 鎖 で1/3はO一 グ リ コ
シ ド型 の糖 鎖 であ る。N一 グ リコシ ド糖 鎖 に 従 来 全 く報 告 の な いMan夏 。GlcNAc2とManuGlcNAc、
の新 規 糖 鎖 構 造 を 見 出 した 。0一 グ リ コシ ド糖 鎖 はMan1残 基 がSer/Thrに 結 合 す る もの で あ
る。 本 酵 素 に おけ る糖 鎖 の機 能 を 明 らか に す るた め のN一 グ リコシ ド結 合 を 酵 素 的 に 除 い た が酵
素分 子 の安 定 性 に は な ん の変 化 もみ られ なか った 。糖 鎖 合成 阻害 剤 で あ る ツ ニ カマ イ シ ンを 添加
し検 討 した 結 果,添 加 に よ りCPaseが 菌 体 外 に 正常 な 分泌 が 行 わ れ な い こ とを 明 らか に した。
以上 の結 果,審 査 員 一 同本 研 究 老 に博 士(農 学)の 学 位 を授 与 す るの に 価 す る もの と認定 した 。
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